






































































































































































































































































































Multiple  myeloma  is  characterized  by  accumulation  of malignant  plasma  cells  in  the  bone 
marrow, causing clinical signs and symptoms related to bone disease (including hypercalcemia), 
production  of  monoclonal  protein  (renal  impairment),  and  displacement  of  normal 
hematopoiesis  (anemia,  proneness  to  infection).  Before  progression  to  these  end  organ 
damages  (mnemoniced  CRAB‐criteria)92,  the  disease  is  termed  “asymptomatic”  myeloma 
(AMM).  Traditionally  synonymously  used  with  “smoldering”  myeloma112,116,  the  latter 
designation is now restricted to asymptomatic patients without imminent risk of progression169. 
Asymptomatic  myeloma  evolves  in  all  patients  from  a  condition  termed  monoclonal 
gammopathy of unknown significance (MGUS)117. The two disease stages are delineated solely 
by  surrogates  of  tumor mass,  i.e.  serum monoclonal  protein  ≥30g/l  or  urinary monoclonal 
protein  ≥0.5g/die  and/or  bone marrow  plasma  cell  infiltration  of  ≥10%169.  Progression  and 
evolvement of asymptomatic myeloma are thought to be due to an ongoing genetic instability 
and de novo appearance of genetic alterations147,158 with aberrant plasma cells in monoclonal 
gammopathy  being  as  of  unknown  significance  regarding  their  malignant  properties111,113. 






damage82.  In both  regards,  the situation has changed: Treatment of asymptomatic myeloma 
patients has recently shown to prolong progression‐free and overall survival135. From several 
biomarkers  identifying  “imminent”  progression48,79,96,116,153,162,167,  the  International Myeloma 
Working Group (IMWG) currently considers clonal bone marrow plasma cell infiltration ≥60%, 






BASIC  GENETIC  ALTERATIONS  LEADING  TO  MYELOMA  ‐  HPYERDIPLOIDY  AND  IGH‐





a  high  inter‐patient  variation.  Metaphase  multicolor‐fluorescence  in  situ  hybridization.  A.  Non‐
hyperdiploid  karyotype  with  several  structural  (translocations  t(1;10),  t(2;2),  t(4;7),  t(6;8),  t(11;12), 
t(19;2;19),  t(1;20)), and numerical  (deletion of chromosomes or chromosomal  regions 5, 13, and 14q, 





































For hyperdiploid myeloma,  it  is not known when  (and how) the  immortalization takes place. 
Translocations originate from the aberrant rejoining of DNA double strand breaks occurring at 
distinct  sites  in  the  genome173.  Translocations  can  arise  during  different  time  points  of  the 
generation of terminally differentiated plasma cells by five mechanisms: 1) aberrant class switch 










FURTHER  CHROMOSOMAL  ABERRATIONS.  As  discussed  above,  IgH‐translocations  and 
hyperdiploidy  are  seen  as  primary  events. A  high  number  of  other  recurrent  aberrations  is 
present9,85‐87,151,152,187,189,207,  here  exemplified  by  the most well  described  deletions  of  13q14 












SAME  AND  DIFFERENT  PROGNOSTIC  IMPACT  OF  CHROMOSOMAL  ABERRATIONS  IN 
ASYMPTOMATIC  AND  SYMPTOMATIC  MYELOMA.  We  and  others  have  shown  that  the 
chromosomal  aberrations  gain  of  1q21,  deletion  of  17p13,  translocation  t(4;14),  and 
hyperdiploidy are significantly associated with shorter time to progression from asymptomatic 
towards  therapy‐requiring  myeloma153,168.  The  first  three  aberrations  are  likewise  adverse 
prognostic  factors  in  symptomatic  patients  regarding  progression‐free  and  overall 










have  been  made  to  group  the  plethora  of  alterations  in  defined  gene  expression  based 
subentities20,28,61,84,194.  John  Shaughnessy  and  colleagues  first  classified  myeloma  samples 
according to their similarity to either plasma cells from individuals with MGUS or myeloma cell 
lines222. The “molecular classification” of the same group  is based on unsupervised clustering 
and  prediction  of  clustered  groups223,  whereas  the  TC‐classification  by  Bergsagel  et  al.  is 
centered on  IgH‐translocations and CCND‐expression20. Gene expression profiling also allows 
grouping of patients  in  terms of overall survival,  i.e.  the delineation of 10‐25% of “high‐risk” 
patients with very prognosis 43,87,106,136,170,194,219 (see section 1.4.1). 
NO  UNIFYING  MUTATION  IN  MYELOMA.  Whole‐exome  and  whole‐genome  sequencing 




is  no  unifying mutation  in myeloma  contrary  to  other  hematologic malignancies, where  a 
common mutation  is  thought  to be  the primary driver, e.g.  in hairy cell  leukemia,  the BRAF 
V600E  in  all  patient  samples201,  and MYD88  L265P  in  91%  of  patients with Waldenströms 
macroglobulinemia203. In myeloma, the most frequent mutations are NRAS (23%), KRAS (26%), 








Besides  different  individual  genetic  background  related  to  the  two  general  patterns 
hyperdiploidy  and  IgH‐translocations  and  additional  aberrations  on  DNA  (chromosomal 
aberrations;  single  nucleotide  variants,  SNV),  and  RNA‐level  (changes  in  gene  expression, 




genetic alterations  in  focal  lesions vs.  random aspirates, and  iii)  temporal heterogeneity,  i.e. 
change of the clonal composition / emergence of new subclones over time, especially evidenced 
under treatment (discussed in detail in section 4.2.2). 






1.2)16,19‐21. Driven  by myeloma  cell  accumulation,  the microenvironment  changes  over  time 
between early and symptomatic myeloma131,132,187,189. This transformation process corresponds 











SPATIAL  PATTERNS OF MYELOMA  CELL GROWTH  AND  BONE  DEFECTS. Myeloma  cells  are 
regularly present all over the hematopoietically active bone marrow, but their growth pattern is 
different18:  i) A diffuse distribution  in different densities  from  low  to  almost  complete,  ii)  a 
spherical  tight  accumulation,  a  focal  lesion,  and  iii)  combinations  thereof.  Osteolytic  bone 
lesions  (“bone holes”)  correspond  to  focal  lesions, but not every  focal  lesion needs  (yet)  to 





lesions,  are  associated with  faster progression  in patients with monoclonal  gammopathy or 
asymptomatic myeloma79,81,97. The same holds true if focal lesions persist after initial successful 
systemic  treatment80.  But  also  diffuse  infiltration  visible  in  whole  body  MRI  (vs.  none)  is 
adversely associated with prognosis139. 
CLINICAL  RELEVANCE  OF MYELOMA  BONE  DISEASE. Multiple  myeloma  is  the  malignant 














PATHOGENESIS OF BONE  LESIONS  IN MULTIPLE MYELOMA. Myeloma  cells  impact on bone 
turnover by factors increasing number and activity of osteoclasts and simultaneously decreasing 
number and activity of osteoblasts63,64,66,71,177,178,202, and destruction of  the  three‐dimensional 











patients,  i.e.  after  removing myeloma  cells  from  the  lesion.  Even  then, healing  is orders of 
magnitudes slower than the one of a fracture  in normal  individuals54. Potential reasons are  i) 
residual myeloma cells in the bone defect continuing stimulation of bone resorption over bone 
formation,  ii)  “scorched  earth”  left  over  from  pathological  remodeling  and  destroyed  bone 
remodeling  compartments  within  the  defect  region  with  concomitant  lack  of  sufficient 
stimulation of bone repair5,  iii) ongoing therapy (e.g.  lenalidomide maintenance) suppressing 



































the  IgH‐locus,  and  a  hyperdiploid  pathway.  Both  lead  to  increased  cyclin‐D  (CCND)  expression: 
overexpression  (CCND2)  or  aberrant  expression  (CCND1,  CCND3).  Karyotypic  instability,  assumed  by 
others as principle driver of evolution of AMM  from MGUS and  subsequent progression  to MM  (red 
question marks), is in place only at this time (indicated by red stars). Targeted pre‐BMPCs home to the 
normal plasma cell niche (indicated by a gray box). These cells already have a slightly dysregulated cell 
cycle  (“hijacked  normal”  plasma  cells)  and  the  tendency  to  accumulate.  The  bone  marrow 
microenvironment  (light‐gray box)  is unaltered.  In pre‐MGUS stage, the transformation process of the 
bone marrow microenvironment begins  slowly.  Initially, pre‐MGUS  cells  share  the niche with normal 
plasma cells. A further accumulation leads to MGUS/AMM stage without the necessity of further genetic 




gray boxes) and partially gain  independence  from  the microenvironment  (plasma cell without a box). 
Further  accumulation  of myeloma  cells  leads  to  symptomatic myeloma.  The  transformation  of  the 
microenvironment continues (darkening gray,  increased number of (aberrantly) expressed factors)  in a 
positive  feedback  loop. A  further selection pressure  to  recruit new niches and grow  independently of 
niches is in place. Within this model, open questions are how myeloma cells can spread over the bone 
marrow, what the role of genetic heterogeneity is, and how it can be explained that some MGUS or AMM‐
patients  remain without disease progression. Human myeloma  cell  lines  (HMCL)  can be derived  from 
therapy‐requiring  or  relapsed myeloma,  i.e.  cells which  already  gained  partial  independence  of  the 





During  the  last  decade,  an  indication  for  systemic  treatment was  only  seen  once  a  patient 
became  symptomatic92,169.  This was  based  on  lack  of  prolonging  overall  survival  by  earlier 










i)  Patients who  cannot  be  treated  intensively.  For  decades,  a  treatment  according  to  the 
Alexanian‐regimen  (melphalan  and  prednisone, MP)  had  been  the  standard  of  care115.  This 
changed to either an inclusion of at least one of the “novel” agents, i.e. in the MPT‐ (melphalan, 
prednisone,  thalidomide), MPV‐  (melphalan, prednisone, bortezomib  (Velcade))56,184, or RMP‐





e.g.  vincristine,  adriamycin,  and  dexamethasone,  stem  cell mobilization  chemotherapy with 
cyclophosphamide,  adriamycin  and  dexamethasone  with  growth  factor  support,  and 
subsequent  collection of peripheral blood  stem  cells. From  there,  two  treatment paradigms 
have evolved: 1) De‐escalation of treatment using novel agents  instead of high‐dose therapy 
with expected response rates comparable  to high‐dose  therapy, but  lower  toxicity21,47. 2) An 
intensification of treatment incorporating novel agents in high‐dose therapy regimen aiming at 















































THERAPEUTIC QUESTIONS  in myeloma  treatment  can be  summarized under  five categories:  
1) To aim at deep and  long‐term remission (cure) or disease control, 2) which compounds to 
give, 3) which to combine, or give in subsequent lines of treatment, 4) at what stage to begin 
treatment  (e.g. high‐risk AMM),  and 5) when  to  re‐start  treatment once  relapse or disease 
progression occurred. 
The  THERAPEUTIC  CHALLENGES  are  the  following:  i)  Almost  all  patients  undergo  disease 
progression after initial “successful” treatment; thus, first novel strategies and compounds need 
to be  integrated  in myeloma treatment, and secondly treatment needs to be planned with a 
strategy  taking  into  account  multiple  subsequent  relapses88,  and  being  aware  of  the 
accumulated  toxicity of  several  lines of  treatment, e.g. exhaustion of bone marrow  reserve.  
ii) No single compound is active (inducing a partial remission or better52) in more than a third of 
patients174,175. Whereas a plethora of novel agents  is currently  in clinical or preclinical testing 






possible  to predict  response  to any  compound  routinely used  in myeloma precisely enough 







a general  targetable pathway  (process), maximizing  the percentage of patients  in which  the 
compound is active. b) Identifying targets whose expression can be measured and which can be 
used  to  treat  only  patients  expressing  it  (to  a  certain  degree  “personalized”  treatment).  
Given  the  potential  high  toxicity  (and  eventually  mortality)  of  an  extendedly  aggressive 
treatment, one  line of  thought  is to  limit  its use to those patients with very adverse survival 













EARLY TREATMENT. The  clinical  rationale of  treating  asymptomatic myeloma patients  is  to 
prevent development of end organ damage, which needs to be balanced vs. the prevention of 
consequences of  treatment  (side effects  and  treatment‐related mortality,  see  section 1.3.2, 
Table 1.1). Biological rationale and assumptions are that at earlier stages fewer myeloma cells 
are present harboring a lower genetic heterogeneity (intra‐patient heterogeneity, see sections 





from  a benign  (slowly  accumulating, non‐aggressive)  to  an  aggressive  subclone  (see  section 




As  already  mentioned,  during  the  last  decade,  a  widely  accepted  indication  for  systemic 
treatment was only seen once a myeloma patient became symptomatic92,169, and the standard 
of care outside clinical trials is still not to treat. This is due to multiple trials failing to show major 
















Table  1.1.  Published  treatment  trials  in  patients  with  asymptomatic  and  smoldering 
































± dexamethasone Phase II 47 SMM and AMM 37 months NA Lust et al ., 2009
Curcumin vs. placebo Crossover 17 SMM NA NA
Witzig et al ., 2013
Thalidomide Phase II 28 high‐risk SMM NA NA Weber et al ., 2003
Thalidomide + zoledronic acid          
















Pilot 5 SMM, 7 AMM 2‐years TTP: 25% NA Martin et al ., 2002
2‐years PFS: 75% Tumor‐specific OS:          
80% at 60 months Peest et al ., 1995

























Depending on  the  treatment approach,  the probability of disease progression after up‐front 
treatment (see section 1.3) is in the range of 70% (GMMG‐HD4/HOVON65‐trial)197 to 35% (TT3)15 
at 5  years, with 61%  to 74% of  surviving patients.  The  survival of  an  individual patient  can 
however vary between months and over a decade (see Figure 1.3). 
Two  approaches  are  applied  for  risk  stratification  in  symptomatic myeloma, using  i)  clinical 
prognostic factors16,17,70, and ii) molecular profiling20,28,43,84,87,106,170,194,219,223. Regarding the latter, 
global  gene  expression  profiling  (GEP)  for  simultaneous  investigation  of  (almost)  all  genes 
expressed in a sample, and interphase fluorescence in situ hybridization (iFISH) for the detection 













prognostic  factors10,11,31,33,60,99,143,  but  only  a  limited  number  of  preselected  chromosomal 
aberrations can be assessed (see section 1.2.1). GEP can be routinely used in approximately 80% 
of  therapy‐requiring  myeloma  patients90,91,188.  GEP‐based  risk  stratification  is  achieved 
investigating  survival  differences  between  groups  representing  either  “molecular 
entities”20,28,84,223,  potential  targets  (e.g.  Aurora  kinase  A86  or  insulin  like  growth  factor  1 
receptor199), surrogates of biological variables (e.g. proliferation86,87,194,223), or directly survival‐
associated genes43,194. Three GEP‐based high‐risk scores were described using the latter strategy 











associated with  i) plasma cell accumulation (not quantitatively addressed previously),  ii)  local 
(e.g. bone marrow plasma  cell  infiltration  ≥60%167) or global  surrogates of  tumor mass  (e.g. 
involved:uninvolved  FLC  ratio  ≥100119,  serum M‐protein  ≥30g/l116),  iii) molecular  prognostic 
factors, e.g. chromosomal aberrations, i.e. presence of t(4;14), deletion of 17p13, gain of 1q21, 




Figure 1.4. Progression of asymptomatic  to  therapy‐requiring multiple myeloma. The overall  risk of 








Table  1.2.  Prognostic  factors  for  progression  of  asymptomatic  to  therapy‐requiring 



















































































































































































“Werkstoffe für die Geweberegeneration  im systemisch erkrankten Knochen”  is to  lay a basis 
for the understanding of the molecular background of evolution, progression and prognosis of 
asymptomatic myeloma  (TP  B1,  aim  1).  The  secondary  aim  is  thereby  to  contribute  to  the 
assessment for which patients with asymptomatic or early stage therapy‐requiring myeloma (e.g. 


















in as much  their  impact can be explained by association with plasma cell accumulation  rate 
and/or tumor mass.  
iii) Based on  the  first  two parts mechanisms of progression and evolution of asymptomatic 
myeloma  are  addressed  in  terms  whether  it  is  necessary  to  assume  an  ongoing  genetic 
instability with de novo appearing aberrations to explain progression and  in turn evolution of 
AMM from MGUS. Subsequently,  it shall be delineated whether a plasma cell at MGUS‐stage 
should  be  considered  already  malignant,  or  not.  This  is  addressed  by  iii.1)  analyzing  the 
percentages of chromosomal aberrations in MGUS, asymptomatic and symptomatic myeloma 
patients  and  association  of  differences  with  disease  progression,  iii.2)  by  comparing  gene 
1.5 Aim, work program and applied methods   19 
expression  of  normal  bone  marrow  plasma  cells  with  either  MGUS,  asymptomatic,  or 
symptomatic  myeloma  asking  at  what  stage(s)  the  bulk  of  changes  appears,  and  
iii.3) subsequently between MGUS vs. AMM and AMM vs. symptomatic myeloma. As validation, 
iii.4)  in  a  longitudinal  cohort  of  patients  presenting  at  AMM  and  symptomatic  myeloma, 
temporal  intra‐patient  heterogeneity  and  clonal  dynamics  is  investigated  in  terms  of 
chromosomal  aberrations  with  special  focus  on  de  novo  gain  of  progression‐associated 
aberrations and gene expression.  iii.5) Subsequently, growth kinetics of MGUS and AMM are 
investigated addressing first how many doublings take place during evolvement and progression 
of AMM  compared  to  the  total number  for  symptomatic myeloma  to  evolve,  and  secondly 
whether  it  is  possible  that  a  de  novo  appearing  aberration  in  MGUS  or  AMM  drives  the 
respective  transitions based on observed doubling  time,  time  to progression, and necessary 
number  of  doublings.  The  section  closes  with  a  discussion  whether  this  mechanism  can 
therefore be responsible for the majority of progression events. 
METHODS used  in this dissertation project comprise subjection of CD138‐purified plasma cell 
samples  of  2369  consecutive  patients  with  MGUS  (n=304),  asymptomatic  (n=432)  and 
symptomatic myeloma  (n=1633)  to  interphase  fluorescence  in  situ  hybridization  (n=31898 
measurements),  and  951  (n=62/259/630)  likewise  to  gene  expression  profiling.  Of  these,  
65 samples are  investigated  longitudinally. Serum/urine samples (n=8398) are used to model 
plasma cell doubling time in AMM and MGUS (n=322 and n=196, respectively). Molecular data 
are  integrated with  clinical data  including whole‐body MRI  for  assessment of asymptomatic 








Within  this  dissertation,  2369  consecutive  patients with monoclonal  plasma  cell  dyscrasias 
presenting  at  Heidelberg  University  Hospital,  or  being  treated  within  the  GMMG‐HD4 
(ISRCTN64455289)197 or GMMG‐MM5 phase  III clinical  trials  (EudraCT 2010‐019173‐16)133,140, 
and 10 healthy bone marrow donors have been included between January 2002 and May 2014 
and followed until February 2015. All patients consented in the analysis of their samples prior 
to  inclusion  in  the study. The ethic committee of  the Medical Faculty of  the Ruprecht‐Karls‐
Universität Heidelberg consented in the conduction of the trial and investigations (ethic vote no. 
229/2003  and  S152/2010).  All  patients were  diagnosed  according  to  standard  criteria  and 
response to treatment was assessed51,52,92. 
 
Table  2.1.  Patient  characteristics. MGUS, monoclonal  gammopathy  of  unknown  significance.  AMM, 
asymptomatic multiple myeloma. MM,  therapy‐requiring multiple myeloma.  ISS,  International Staging 
System. NA, not available. *, not confirmed. 
 
n % n % n %
Male 158 52.0 239 55.3 964 59.0
Female 146 48.0 193 44.7 669 41.0
≤60 145 47.7 200 46.3 758 46.4
>60 159 52.3 232 53.7 833 51.0
NA 0 0.0 0 0.0 42 2.6
IgA 51 16.8 95 22.0 345 21.1
IgG 232 76.3 305 70.6 951 58.2
IgD 0 0.0 0 0.0 14 0.9
Bence Jones 16 5.3 26 6.0 306 18.7
Double gammopathy 5 1.6 4 0.9 3 0.2
Asecretory 0 0.0 1 0.2 12 0.7
Other 0 0.0 1 0.2 2 0.1
Kappa 186 62.0 258 60.3 1091 66.8
Lambda 115 38.0 169 39.5 529 32.4
Asecretory 0 0.0 1 0.2 12 0.7
NA 0 0.0 0 0.0 1 0.06
<10 289 95.1 65 15.0 122 7.5
≥10 10* 3.3 283 65.5 290 17.8
≥30 0 0.0 62 14.4 398 24.4
≥60 0 0.0 11 2.5 361 22.1
NA 5 1.6 11 2.5 462 28.3
<20 266 87.5 227 52.5 334 20.5
≥20 21 6.9 98 22.7 201 12.3
≥30 1 0.3 81 18.8 834 51.1
NA 16 5.3 26 6.0 264 16.2
<500 291 99.0 368 91.3 574 35.2
≥500 3 1.0 35 8.7 346 21.2
NA 10 3.3 29 6.7 713 43.7
1 247 81.3 331 76.6 626 38.3
2+3 35 11.5 70 16.2 926 56.7































XG23,  and  XG24  were  generated  by  our  collaboration  partner  Prof.  Bernard  Klein  (CHU 
Montpellier,  France)145,225.  L363,  SK‐MM‐2,  LP‐1,  RPMI‐8226,  AMO‐1,  KMS‐18,  JIM‐3,  JJN3, 
KARPAS‐620, KMS‐12‐BM, ANBL‐6, KMS‐11, MM1S, NCI‐H929, KMS‐12‐PE, MOLP‐8, MOLP‐2, 
KMM‐1,  and  EJM  were  obtained  from  Deutsche  Sammlung  von  Mikroorganismen  und 
Zellkulturen  (Braunschweig,  Germany),  or  the  American  Type  Culture  Collection  (Wesel, 
Germany). 



























MGUS AMM MM total
IgH‐Breakapart 278 405 1352 2035
t(11;14) 294 426 1608 2328
t(14;16) 208 304 1090 1602
t(4;14) 257 410 1600 2267
1q21 290 417 1579 2286
8p21 255 402 1516 2173
13q14 303 431 1626 2360
17p13 294 425 1602 2321
5p15 219 361 1138 1718
5q31/5q35 218 362 1137 1717
9q34 251 396 1462 2109
11q13 291 424 1589 2304
11q22/11q23 302 432 1629 2363
15q22 250 396 1469 2115
19q13 273 406 1521 2200










Serum 1617 3057 NA 4674




















































and  the  resulting pellet  resuspended. Next,  cells were  filtered using a 100µm pore  size  cell 
strainer (Becton Dickinson) pre‐rinsed with 1ml PBS/EDTA in a 50ml PRT. Subsequently, the PRT 













































spinned dry 3min at 1500rpm.  Slides were  then dried 15min at  room  temperature,  fixed  in 






8p21,  9q34,  11q13,  11q22.3  or  11q23,  13q14.3,  15q22,  17p13,  19q13,  and  translocations 
t(4;14)(p16.3;q32.3), t(11;14)(q13;q32.3), and t(14;16)(q32.3;q32). Hybridization efficiency was 
validated on  interphase nuclei obtained  from peripheral blood and bone marrow of healthy 












sensitivity  of  this method  is  given  by  the  above  defined  threshold  of  10%  for  each  iFISH 
aberration. For prognostic evaluation, a threshold of >95% malignant plasma cells was used153,162. 
CD138‐purified plasma cells from 65 patients were available longitudinally, i.e. at asymptomatic 

























Present 1.1.a subclonal ≥60 clonal ≥ ΔAPC + 10 subclonal gain
1.1.b subclonal ≥60 clonal < ΔAPC + 10 =
1.1.c subclonal <60 clonal =
1.2 subclonal subclonal =
1.3 subclonal 0 subclonal loss
2.1.a clonal subclonal ≥60 ≥ ΔAPC + 10 subclonal loss
2.1.b clonal subclonal ≥60 < ΔAPC + 10 =
2.1.c clonal subclonal <60 =
2.3 clonal clonal =
2.4 clonal 0 clonal loss
Absent 3.1 0 subclonal subclonal gain
3.2 0 clonal clonal gain

















RNA‐quantification  and  quality  control were  performed  using  an  Agilent  2100  Bioanalyzer 














cell”,  a  quadratic  area,  containing millions  of  copies  of  the  same  specific  oligonucleotide‐
sequence. Probes are  synthesized as pairs of “perfect match“,  complementary  to  the  target 
sequence, and “mismatch”, in which the 13th base is altered. On the chip, they are arranged as 
“perfect match” probe‐cell with  the  corresponding homomeric  “mismatch” probe‐cell. Both 






the  respective  gene  (or  sequence) being expressed  in  the  respective  sample. Regarding  the 
representation of probes over transcripts, probes within the transcripts 3’ region are dominating. 
The raw expression data, after their extension “.cel” called “cel‐files”, represent the primary 








reaction.  Following  RNase  H‐mediated  second‐strand  cDNA  synthesis,  the  double‐stranded  cDNA  is 
purified and serves as a template in the subsequent in vitro transcription (IVT). Second amplification cycle. 
After cDNA synthesis  in the first cycle, an unlabeled ribonucleotide mix  is used  in the first cycle of  IVT 
amplification. The unlabeled cRNA is then reverse transcribed in the first strand cDNA synthesis step of 
the second cycle using random primers. Subsequently, the T7‐Oligo(dT) Promoter Primer is used in the 

















Inclusion  criteria  for  DT  assessment.  Consenting  patients  for  which  a  minimum  of  two 






increase  of  involved  heavy  chain/M‐component  >5g/l  or  24‐hour  light  chain 
excretion >200mg (the progress criteria for symptomatic myeloma52).  












Five  hundred  eighteen  patients  (196 MGUS‐  and  322  AMM‐patients)  fulfilled  the  inclusion 
criteria and have been  included  in the analysis.  In total, 4674 serum and 3724 urine samples 
were  analyzed,  1614/1199  for MGUS‐,  and  3057/2525  for AMM‐patients  (Table  2.2). Mean 
follow up was 4.8 years for MGUS‐, and 3.8 years for AMM‐patients, respectively. 
2.2.5.1 Modeling of doubling time 

























date  of  the  measurement  was  implemented  by  Marcel  Mohr.  With  help  of  the  DT  tool 
(executable in Microsoft Excel® and Apache Open Office), one can calculate a patient’s DT given 




allows  for  further  evaluation  of  uncertainties  regarding  the  categorization  into  one  of  the 
defined DT groups. 
2.2.6 Statistical analysis 
All  (other)  statistical  computations  have  been  performed  using  R  3.1.1  (http://www.r‐
project.org/),  and  Bioconductor  2.1462.  Differences  in  clinical  parameters,  chromosomal 
aberrations  and  between  defined  groups  were  investigated  by  Wilcoxon  rank‐sum  test. 
Correlation was assessed using Pearson’s correlation‐coefficient or Spearman´s rank correlation. 


















uses  “perfect‐match”  probesets  and  normalizes  over  all  chips  of  a  dataset  (e.g.  cohort  of 
patients).  It  adjusts  background  intensities,  present  because  of  optical  noise  (e.g.  due  to 
different  labeling)  and  unspecific  binding  present  in  GeneChip  DNA‐microarray  data. 
Background  adjusted  probe  intensities  are  subsequently  converted  into  a  log2‐scaled 
expression‐measure  using  the  quantile‐normalization  as well  as  the  summation‐method  (so 
called  “medianpolish”).  As  two  different  IVT  labeling  kits were  used,  batch  correction was 
32  2 Patients, samples, and methods 
 









patients  each  (the  size  of  the  MGUS‐cohort).  Lists  of  genes  present  in  each  of  the  




Gene  expression‐based  assessment  of  risk  (UAMS70194,  EMC92106,  Rs170,  and  IFM1543)  and 
proliferation87 as well as classifications of myeloma, i.e. molecular classification223, TC‐20, and EC‐
classification84  were  performed  as  published.  Significant  differences  between  entities  and 
groups were assessed using pairwise Fisher‐test for count data. For calculation of the UAMS70, 
EMC92, and the TC‐classification, the cohort was normalized with the mas5 algorithm. Thirty 
seven  patients  had  GEP  data  available  at  two  different  stages  (34  at  asymptomatic  and 



















index  (GPI),  delineating  two  significantly  different  groups  in  terms  of  progression  (n=259; 
“medium” GPI, 24% of AMM‐patients, vs. ”low” GPI) with 2‐ and 5‐year progression rates of 49% 
and  67%  (medium)  vs.  30%  and  51%  (low),  respectively  (Figure  3.1A). Unlike  symptomatic 
myeloma, no patient showed a “high” proliferation rate (Table 3.1). 
Secondly, to quantitatively assess the accumulation rate of myeloma cells using easily available 




















correlative with progression. As  confirmation,  a  landmark  analysis balancing  the number of 





















excluding measurements at  the  time of progression still  fulfilling  the  inclusion criteria  in  terms of  the 
























Surrogates of  tumor mass  significantly predict progression, either of global  tumor mass,  i.e. 
serum/urine parameters including serum FLC ratio, M‐protein, and staging systems combining 




























Plasma  cell  accumulation  rate  (GPI,  DT)  and  tumor  mass  surrogates  are  independent  in 
multivariate analysis (Table 3.4) and a combination delineates patients with very low/very high 
probability  of  progression  to  therapy‐requiring  myeloma,  e.g.  patients  with  doubling  rate  
<4 years and high plasma cell infiltration ≥30% show a 90% progression rate at 2 years (Figure 
3.5B; red curve), i.e. above the proposed ultra‐high risk definition of >80%169,212. Patients with 
either fast doubling time <4 and  low plasma cell  infiltration (blue curve) or  low doubling rate  
≥4  years  and  high  infiltration  (≥30%,  black  curve)  likewise  progress  with  a  91%  and  77% 
probability  after  5  years,  respectively.  Patients with  a  low  plasma  cell  infiltration  and  low 





Figure  3.5.  Main  factors  acting  independently  on  progression  are  tumor  mass  and  accumulation 
(proliferation) rate. A. Gene expression‐based proliferation  index  (low vs. medium) and bone marrow 
plasma  cell  infiltration above/below 30%. All patients with a medium GPI and plasma  cell  infiltration  
≥30% progressed within  two years  from bone marrow assessment. Subsequent curves show different 
progression rates, i.e. P=.04 (red vs. black), P=.01 (black vs. blue), and P=.2 (blue vs. green). B. Doubling 
time  in  years  (first  number),  and  bone marrow  plasma  cell  infiltration  above/below  30%  delineates 
patients with significantly different probability of progression. 
 
The  AMM‐cohort  according  to  the  novel  IMWG‐definition  was  next  split  in  patients  with 
“smoldering” myeloma vs. those with different reasons for  imminent progression,  i.e. plasma 
cell infiltration ≥60%, FLC ratio ≥100, ≥1 bone lesion (osteolyses), and/or >1 focal lesion in MRI, 
vs.  “solitary plasmocytoma with minimal bone marrow  involvement”  (i.e. <10%  clonal bone 
marrow plasma cells). The first two show a 100% and 69% progression rate, respectively, within 










infiltration  (red  curve),  FLC‐ratio  (blue),  bone  lesion  (green),  or  focal  lesions  in  MRI  (turquoise), 



























HDAMM‐predictor  for  progression  of 
asymptomatic  to  therapy‐requiring  myeloma 
delineates three significantly different groups of 
















Number of patients 59 % P ‐value 259 % P ‐value 588 %
high risk 0 0.0% 0 0.0% <0.001 56 9.5%
medium risk 7 11.9% 62 24.0% <0.001 284 48.3%
low risk 52 88.1% 197 76.4% <0.001 248 42.2%
high risk 1 1.7% 0.061 25 9.7% <0.001 232 39.5%
medium risk 14 23.7% <0.001 165 64.0% 0.029 327 55.6%
low risk 44 74.6% <0.001 69 26.7% <0.001 29 4.9%
high risk 2 3.4% 22 8.5% <0.001 154 26.2%
low risk 57 96.6% 237 91.9% 434 73.8%
high risk 0 0.0% 1.0 1 0.4% <0.001 55 9.3%
medium risk 7 11.9% 0.193 52 20.1% <0.001 282 48.0%
low risk 52 88.1% 0.143 206 79.5% <0.001 251 42.7%
CD‐1 0 0.0% 1.0 3 1.2% 0.009 28 4.8%
CD‐2 16 27.1% 0.869 66 25.6% 0.035 111 18.9%
HY 8 13.6% 0.06 67 26.0% 0.558 165 28.1%
LB 22 37.3% 0.157 72 27.9% <0.001 97 16.5%
MF 9 15.3% 0.072 19 7.4% 0.022 21 3.6%
MS 4 6.8% 0.263 32 12.4% 0.661 80 13.6%
PR 0 0.0% 1.0 0 0.0% 0.547 86 14.6%
11q13 5 8.5% 0.078 47 18.2% 0.924 110 18.7%
6p21 1 1.7% 0.562 3 1.2% 0.764 10 1.7%
D1 10 16.9% 0.052 77 29.8% 0.029 221 37.6%
D1 + D2 1 1.7% 0.213 17 6.6% 0.573 47 8.0%
D2 14 23.7% 0.469 49 19.0% 0.003 65 11.1%
FGFR3 4 6.8% 0.356 31 12.0% 0.822 75 12.8%
MAF 17 28.8% 0.002 30 11.6% 0.122 48 8.2%
none 7 11.9% 0.002 5 1.9% 1.0 12 2.0%
EC11 17 28.8% 0.756 83 32.2% 0.045 232 39.5%
EC12 9 15.3% 0.289 58 22.5% 0.586 122 20.7%
EC21 29 49.2% 0.053 91 35.3% 0.051 166 28.2%



























































frequent  if  higher  accumulation  rate  and/or  initially  higher  tumor mass  are  present, most 
strikingly for doubling time of <2 vs. ≥16, a plasma cell infiltration <10% vs. ≥60%, or FLC ratio 




















n [%] n [%] P‐value
low 197 74 42 56.8% 32 43.2% 0.519
medium 62 31 20 64.5% 11 35.5% 0.519
>=16 136 17 13 76.5% 4 23.5% 0.415
<16 84 40 25 62.5% 15 37.5% 0.697
<4 36 23 19 82.6% 4 17.4% 0.057
<2 66 51 28 54.9% 23 45.1% 0.063
<10% 65 24 20 83.3% 4 16.7% 0.036
>=10% 283 76 54 71.1% 22 28.9% 0.079
>=30% 62 31 16 51.6% 15 48.4% 0.136
>=60% 11 9 0 0.0% 9 100.0% <0.001
<100 mg/L 148 28 19 67,9% 9 32,1% 0.618
>=100 mg/L, R:<100 67 20 15 75,0% 5 25,0% 0.277
>=100 mg/L, R:>=100 46 23 11 47,8% 12 52,2% 0.069
SMM 301 79 49 62.0% 30 38.0% 1
sPCmBMI 22 16 14 87.5% 2 12.5% 0.030
MM bone lesion 30 12 10 83.3% 2 16.7% 0.133
MM FLC‐R 36 19 7 38.6% 12 63.2% 0.022
MM PCI 11 9 0 0.0% 9 100.0% <0.001
MM focal lesions 31 15 13 86.7% 2 13.3% 0.049
<=95% 335 101 70 69.3% 31 30.7% 0.018
>95% 96 48 23 47.9% 25 52.1% 0.018
<20 g/L 227 50 34 68.0% 16 32.0% 0.281
>=20 g/L 98 38 21 55.3% 17 44.7% 0.335
>=30 g/L 81 51 31 60.8% 20 39.2% 0.858
low, <30% 153 49 35 71.4% 14 28.6% 0.061
medium, <30% 40 16 12 75.0% 4 25.0% 0.004
low, >=30% 39 21 7 33.3% 14 66.7% 0.274
medium, >=30% 18 11 6 54.5% 5 45.5% 0.744
>=4, <30% 189 37 29 78.4% 8 21.6% 0.096
>=4, >=30% 25 14 7 50.0% 7 50.0% 0.224
<4, <30% 70 50 39 78.0% 11 22.0% 0.049
<4, >=30% 29 21 7 33.3% 14 66.7% <0.001
0 79 20 10 50.0% 10 50.0% 0.327
1‐3 272 97 61 62.9% 36 37.1% 0.405
>3 15 12 7 58.3% 5 41.7% 1
no 402 134 82 61.2% 52 38.8% 0.768
yes 23 12 8 66.7% 4 33.3% 0.768
no 290 92 60 65.2% 32 34.8% 0.282
yes 127 51 28 54.9% 23 45.1% 0.282
no 252 75 48 64.0% 27 36.0% 0.737
yes 179 75 45 60.0% 30 40.0% 0.737
no 348 113 71 62.8% 42 37.2% 0.515
yes 54 27 15 55.6% 12 44.4% 0.515
no 219 66 39 59.1% 27 40.9% 0.724
yes 170 67 42 62.7% 26 37.3% 0.724
no 374 129 77 59.7% 52 40.3% 0.440
yes 36 17 12 70.6% 5 29.4% 0.440
low risk 69 8 6 75.0% 2 25.0% 0.467
medium risk 165 76 49 64.5% 27 35.5% 0.079
high risk 25 21 7 33.3% 14 66.7% 0.012
low risk 237 90 53 58.9% 37 41.1% 1
high risk 22 15 9 60.0% 6 40.0% 1
low risk 206 76 46 60.5% 30 39.5% 0.661
medium risk 53 29 16 55.2% 13 44.8% 0.661
Plasma cell accumulation
Tumor mass surrogates



























Figure  3.11,  as well  as  Tables  3.3  and  3.4  summarize determinants of progression  grouped 
biologically  in plasma  cell accumulation  rate  (DT and GPI),  tumor mass  (here: bone marrow 
plasma cell  infiltration, percentage of aberrant plasma cells  in  iFISH, and  involved:uninvolved 
FLC ratio), as well as combinations of both, and as molecular characteristics in terms of presence 
of progression‐associated chromosomal aberrations and gene expression‐based risk scores. 








sPCmBMI,  solitary  plasmocytoma  with  minimal  bone  marrow  involvement;  MM,  multiple  myeloma 








low 74 259 30 51 4.96
medium 1.79 1.2 ‐ 2.7 0.007 31 259 49 67 2.03
>=16 17 322 9 15 NA
<16 4.68 2.6 ‐ 8.3 <0.001 40 322 20 56 4.7
<4 9.55 5.1 ‐ 18.1 <0.001 23 322 44 83 2.17
<2 25.84 14.4 ‐ 46.4 <0.001 51 322 80 NA 0.87
>=10% 76 421 21 39 7.07
<10% 1.47 0.9 ‐ 2.3 0.098 24 421 30 57 4.24
>=30% 3.64 2.4 ‐ 5.6 <0.001 31 421 57 86 1.79
>=60% 13.21 6.4 ‐ 27.2 <0.001 9 421 NA NA 0.62
<100 mg/L 28 261 18 33 NA
>=100 mg/L R:<100 2.23 1.3 ‐ 4 0.006 20 261 32 76 3.54
>=100 mg/L R:>=100 5.6 3.2 ‐ 9.8 <0.001 23 261 72 91 1.21
SMM 79 431 20 39 8.73
sPCmBMI 4.81 2.8 ‐ 8.3 <0.001 16 431 69 94 1.81
MM bone lesion(s) 1.83 1 ‐ 3.4 0.051 12 431 43 54 2.17
MM free light‐chain ratio 5.95 3.6 ‐ 10 <0.001 19 431 69 94 1.03
MM plasma cell infiltration 13.77 6.7 ‐ 28.3 <0.001 9 431 NA NA 0.62
MM focal lesions 2.79 1.6 ‐ 4.9 <0.001 15 431 35 87 3.54
<20 g/L 50 406 15 35 9.0
>=20 g/L 2.03 1.3 ‐ 3.1 0.001 38 406 34 55 4.02
>=30 g/L 4.55 3.1 ‐ 6.8 <0.001 51 406 61 86 1.73
0 32 424 20 36 8.73
1 or 2 1.99 1.3 ‐ 2.9 <0.001 116 424 36 59 3.79
<=95% 101 431 24 45 5.71
>95% 2.49 1.8 ‐ 3.5 <0.001 48 431 57 79 1.81
low tumor mass 93 403 22 43 8.73
high tumor mass 3.31 2.3 ‐ 4.8 <0.001 40 403 30 84 1.73
1 61 391 21 37 9.0
2 2.93 2 ‐ 4.2 <0.001 61 391 49 75 2.01
3 3.88 2.1 ‐ 7.1 <0.001 13 391 55 85 1.91
1 118 401 31 52 4.77
2+3 1.32 0.8 ‐ 2.1 0.232 22 401 41 64 3.54
low, <30% 49 250 21 42 5.71
low, >=30% 3.17 1.9 ‐ 5.3 <0.001 21 250 64 80 1.79
medium, <30% 1.43 0.8 ‐ 2.5 0.214 16 250 33 52 4.33
medium, >=30% 8.29 4.2 ‐ 16.5 <0.001 11 250 80 NA 0.88
low, <30 g/L 38 246 18 35 9.0
low, >=30 g/L 4.21 2.6 ‐ 6.8 <0.001 34 246 62 87 1.74
medium, <30 g/L 2.12 1.2 ‐ 3.7 0.008 19 246 37 55 3.56
medium, >=30 g/L 7.46 3.4 ‐ 16.4 <0.001 8 246 75 NA 1.22
low, <=95% 47 258 23 44 5.57
low, >95% 1.79 1.1 ‐ 2.9 0.019 26 258 48 69 2.77
medium, <=95% 1.52 0.9 ‐ 2.7 0.14 17 258 40 54 3.56
medium, >95% 4.65 2.5 ‐ 8.6 <0.001 14 258 69 NA 0.97
low, low tumor mass 42 239 19 38 9.0
low, high tumor mass 3.87 2.3 ‐ 6.4 <0.001 26 239 65 87 1.73
medium, low tumor mass 1.93 1.1 ‐ 3.3 0.018 19 239 38 56 3.56
medium, high tumor mass 5.48 2.1 ‐ 14.1 <0.001 5 239 60 NA 1.24
>=4, <30% 37 313 7 23 NA
>=4, >=30% 5.07 2.7 ‐ 9.5 <0.001 14 313 43 77 2.43
<4, <30% 8.59 5.5 ‐ 13.4 <0.001 50 313 58 91 1.81
<4, >=30% 24.34 13.7 ‐ 43.3 <0.001 21 313 90 NA 0.66
>=4, <30 g/L 29 307 5 20 NA
>=4, >=30 g/L 6.51 3.8 ‐ 11.2 <0.001 26 307 43 78 2.33
<4, <30 g/L 10.91 6.7 ‐ 17.6 <0.001 50 307 59 93 1.71
<4, >=30 g/L 17.61 9.6 ‐ 32.2 <0.001 19 307 84 95 0.82
>=4, <=95% 41 321 8 26 NA
>=4, >95% 3.39 1.9 ‐ 6.1 <0.001 16 321 42 68 2.77
<4, <=95% 8.96 5.8 ‐ 13.9 <0.001 50 321 65 95 1.15
<4, >95% 8.97 5.3 ‐ 15.2 <0.001 23 321 71 90 0.97
>=4, low tumor mass 31 303 6 21 NA
>=4, high tumor mass 5.33 3 ‐ 9.5 <0.001 19 303 41 72 2.55
<4, low tumor mass 10.11 6.3 ‐ 16.1 <0.001 51 303 59 91 1.81


















































0 20 366 16 39 8.73
1‐3 1.74 1.1 ‐ 2.8 0.025 97 366 33 52 4.69
>3 8.53 4.1 ‐ 17.7 <0.001 12 366 79 NA 0.73
no 134 425 30 52 4.73
yes 2.09 1.2 ‐ 3.8 0.015 12 425 53 69 1.84
no 92 417 27 51 4.96
yes 1.43 1 ‐ 2 0.039 51 417 40 56 3.7
no 75 431 25 46 5.22
yes 1.54 1.1 ‐ 2.1 0.008 75 431 40 60 3.33
no 113 402 28 48 5.19
yes 2.07 1.4 ‐ 3.2 <0.001 27 402 53 78 1.09
no 66 389 26 45 7.07
yes 1.52 1.1 ‐ 2.1 0.017 67 389 36 59 3.89
no 129 410 30 51 4.77
yes 1.97 1.2 ‐ 3.3 0.009 17 410 54 75 1.99
low risk 8 259 6 12 NA
medium risk 6.69 3.2 ‐ 13.9 <0.001 76 259 37 65 2.87
high risk 30.32 12.9 ‐ 71.4 <0.001 21 259 93 NA 0.97
low risk 90 259 31 51 4.73
high risk 3.16 1.8 ‐ 5.5 <0.001 15 259 76 88 0.91
low risk 76 259 28 52 4.73













Variable n HR CI P ‐value
PCI <30% vs. >=30% 250 3.75 2.4 ‐ 5.8 <0.001
GPI: low vs. medium 250 1.76 1.1 ‐ 2.8 0.014
PCI <30% vs. >=30% 225 3.65 2.2 ‐ 6.0 <0.001
GPI: low vs. medium 225 2.09 1.2 ‐ 3.7 0.011
Number of PAA 1‐3 225 2.01 1.1 ‐ 3.7 0.028
Number of PAA >3 225 7.44 3.0 ‐18.6 <0.001
UAMS70 low vs. high risk 225 1.93 1 ‐ 3.8 0.056
Rs score low vs. high risk 225 0.88 0.5 ‐ 1.6 0.665
PCI <30% vs. >=30% 294 4.56 2.8 ‐ 7.5 <0.001
DT: >=4 vs. <4 294 6.8 4.5 ‐ 10.2 <0.001
PCI <30% vs. >=30% 171 3.61 2.1 ‐ 6.2 <0.001
DT: >=4 vs. <4 171 5.91 3.5 ‐ 9.9 <0.001
Number of PAA 1‐3 171 1.97 1.0 ‐ 3.8 0.046
Number of PAA >3 171 5.14 2.0 ‐ 13.2 <0.001
UAMS 70 low vs. high risk 171 1.27 0.6 ‐ 2.5 0.49






Next  it  was  addressed  in  as much  the  impact  of molecular  characteristics  on  TTP  can  be 











Figure 3.12. Association of  chromosomal aberrations  and  gene  expression‐based  risk  stratifications 
with doubling  time of malignant plasma  cells.   A.   Progression‐associated  aberrations,  i.e. deletions 
17p13, 13q14,  and 8p21,  as well  as  gains of 1q21, hyperdiploidy  (HRD)  and  translocation  t(4;14)  act 
multiplicatively on doubling time  (P<.001, Jonckheere‐Terpstra trend‐test). B. UAMS70‐gene‐score, Rs‐
score,  and HDAMM‐predictor  (n=199  each). At  the bottom  of  the  figure,  the  upper  row  depicts  the 
number  of  patients  with  the  respective  aberration  or  combination  of  aberrations,  and  risk  group 
















Figure 3.14. Association of  chromosomal aberrations  and  gene  expression‐based  risk  stratifications 
with tumor mass, i.e. M‐protein.  A.  Progression‐associated aberrations, i.e. deletions 17p13, 13q14, and 
8p21, as well as gains of 1q21, hyperdiploidy (HRD) and translocation t(4;14), as well as. B. “high‐risk” 
groups  in gene expression‐based scores,  i.e. UAMS70‐gene, Rs‐score, and HDAMM‐predictor, are  to a 
varying degree associated with higher tumor mass. At the bottom of the figure, the upper row depicts the 
number  of  patients  with  the  respective  aberration  or  combination  of  aberrations,  and  risk  group, 












sPCmBMI,  solitary  plasmocytoma  with  minimal  bone 
marrow  involvement. MM due  to bone  lesion(s)  (BL),  FLC 






Progression  to symptomatic myeloma  is determined by accumulation  rate,  tumor mass, and 
molecular  characteristics  at  asymptomatic  stage  (section  3.1).  Is  it  necessary  to  assume  an 
ongoing  genetic  instability with  de  novo  appearing  aberrations  to  explain  progression  and 
















Number of patients 278 405 1352 294 426 1608 208 304 1090 257 410 1600
clonal gain/TL 16.2% 44.2% 53.7% 5.8% 17.8% 19.4% 3.4% 4.6% 2.8% 1.9% 8.0% 10.5%
subclonal gain/TL 46.0% 16.5% 9.2% 14.3% 4.5% 1.2% 0.5% 0.0% 0.0% 3.1% 0.7% 0.8%
normal diploid 37.8% 39.3% 37.1% 79.9% 77.7% 79.4% 96.2% 95.4% 97.2% 94.9% 91.2% 88.7%
subclonal loss 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
clonal loss 0.0% 0.0% 0.00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
Number of patients 247 389 1434 218 362 1137 219 361 1138 250 396 1469
clonal gain/TL 8.5% 29.8% 42.6% 10.6% 28.2% 39.3% 8.7% 27.7% 40.0% 11.2% 33.3% 45.3%
subclonal gain/TL 17.8% 13.9% 10.0% 16.5% 9.4% 6.2% 16.4% 9.1% 6.6% 15.2% 11.4% 7.8%
normal diploid 73.7% 56.3% 47.4% 72.5% 62.4% 52.8% 74.9% 63.2% 52.6% 73.2% 55.3% 46.8%
subclonal loss 0.0% 0.0% 0.0% 0.5% 0.0% 0.4% 0.0% 0.0% 0.4% 0.4% 0.0% 0.1%
clonal loss 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 1.3% 0.0% 0.0% 0.4% 0.0% 0.0% 0.0%
Number of patients 273 406 1521 302 432 1629 291 424 1589 251 396 1462
clonal gain/TL 7.7% 27.8% 39.2% 7.3% 24.3% 40.3% 5.8% 22.9% 35.8% 10.0% 35.4% 49.2%
subclonal gain/TL 20.1% 15.8% 12.3% 16.6% 18.5% 9.0% 13.1% 12.3% 6.7% 20.3% 15.9% 10.7%
normal diploid 71.4% 56.4% 47.8% 76.2% 56.5% 49.6% 81.1% 64.9% 57.2% 69.7% 48.7% 39.9%
subclonal loss 0.7% 0.0% 0.3% 0.0% 0.5% 0.4% 0.0% 0.0% 0.1% 0.0% 0.0% 0.1%
clonal loss 0.0% 0.0% 0.5% 0.0% 0.2% 0.7% 0.0% 0.0% 0.2% 0.0% 0.0% 0.1%
Number of patients 290 417 1579 303 431 1626 255 402 1516 294 425 1602
clonal gain/TL 6.9% 20.4% 28.2% 0.0% 0.5% 0.6% 1.2% 2.5% 2.6% 1.7% 5.9% 5.2%
subclonal gain/TL 7.9% 10.1% 8.5% 0.0% 0.0% 0.4% 1.2% 0.7% 1.6% 4.8% 3.3% 2.5%
normal diploid 84.8% 68.3% 61.7% 72.6% 48.0% 51.0% 94.1% 83.3% 70.0% 92.5% 85.4% 81.2%
subclonal loss 0.3% 0.5% 0.4% 20.5% 15.8% 9.6% 2.0% 5.7% 10.3% 0.7% 3.1% 4.4%
clonal loss 0.0% 0.7% 1.1% 6.9% 25.8% 38.4% 1.6% 7.7% 15.6% 0.3% 2.4% 6.7%
MGUS AMM MMAMM MM MGUS AMM MMMGUS AMM MM MGUS
19q13 11q22/11q23 11q13 9q34
1q21 13q14 8p21 17p13
IgH‐rearrangement t(11;14) t(14;16) t(4;14)




Figure  3.15.  Differences  in  frequency  of  recurrent  chromosomal  aberrations  in  monoclonal 
gammopathy,  asymptomatic  and  therapy‐requiring  multiple  myeloma.  Percentage  of  patients 
presenting with the respective aberration. All aberrations associated with increasing frequency are also 
associated with disease progression from AMM to symptomatic myeloma (see Figure 3.8). The number of 
patients  investigated  regarding  the  specific  aberration  is  depicted  within  each  column.  Significant 
difference between the three groups is depicted by one asterisk (*) for a level of P<0.05, two asterisks (**) 






















(n=129)  showing  the  same pattern  as  symptomatic myeloma  (MM) patients.  Significant difference  is 
depicted by one asterisk (*) for a level of P<0.05, two asterisks (**) for P<0.01, and three (***) for P <0.001. 
 





























Figure 3.18. Venn‐diagrams  for matched  samples. Comparison between matched  samples  regarding  
A. t(11;14), B. t(4;14), and C. hyperdiploidy (HRD) to investigate changes within a disease subentity. 
In principal  component analysis,  the  center of gravity of multiple myeloma  is  shifted  to  the 
direction of samples showing either “benign” (PPCs) or “malignant” proliferation (HMCLs), the 
one for AMM is shifted in the direction of normal plasma cells. MGUS overlaps to a large extend 
with AMM. Using a generalized  correlation matrix  for  similarity assessment  (RV‐coefficient),  
a comparable result can be found (Figure 3.19). 
 
Figure  3.19. Differences  in  terms  of  gene  expression.  Principal  component  analysis  of  normal  bone 
marrow plasma cells  (BMPC), MGUS, AMM, and  symptomatic myeloma  in  relation  to B‐memory cells 
(MBC), proliferating plasmablasts (PPC), and human myeloma cell lines (HMCL) overlaid by the center of 
gravity. A. The center of gravity of MM  is shifted  to  the  right,  in direction of  samples  showing either 
“benign” (PPC) or “malignant” proliferation (HMCL). The center of gravity for AMM is shifted to the left, 
in  direction  of  normal  plasma  cells. MGUS  (pink)  overlaps  to  a  large  extend with  AMM  (light  red).  
B. Pairwise assessment of similarity of depicted entities using a multivariate generalization of the squared 














BMPC vs. MGUS 3251 543 2708
BMPC vs. AMM 3246 882 2364
BMPC vs. MM 3779 812 2967
BMPC vs. MGUS 3251 543 2708
BMPC vs. AMM 3279 856 2424
BMPC vs. MM 3537 739 2798
MGUS vs. AMM 302 283 19
AMM vs. MM  162 108 54
MGUS vs. MM 639 448 191
MGUS vs. AMM 281 267 14
AMM vs. MM  242 197 45
MGUS vs. MM 619 439 180
t(11;14)
MGUS vs. AMM 13 13 0
AMM vs. MM 430 347 83
MGUS vs. MM 365 283 82
t(4;14)
MGUS vs. AMM t(4;14) 61 61 0
AMM vs. MM t(4;14) 126 110 16
MGUS vs. MM t(4;14) 53 52 1
HRD
MGUS vs. AMM HRD 0 0 0
AMM vs. MM HRD 153 103 50
MGUS vs. MM HRD 124 73 51











As  do  progression‐associated  chromosomal  aberrations,  the  distribution  of  GEP‐based 
progression scores significantly shifts to adverse groups from MGUS to AMM to MM (Table 3.1). 
Like  for  iFISH  and  GEP‐based  entities,  a  shift  can  be  observed  for  frequency  of  light‐chain 
subtype increasing from MGUS/AMM (5.3%/6.0%) to 18.7% in symptomatic myeloma (P<0.001). 
Bence  Jones myeloma  is associated with shorter TTP and significantly shorter doubling  time, 
thus faster progression, not de novo appearance (Figure 3.20). 
 







stage (longitudinal cohort), clonal dynamic,  i.e. change  in any of 15  investigated aberrations, 





















Figure  3.22.  Differences  in  terms  of 
gene expression‐based scores in paired 
samples.    For  scores with  three  levels 
(i.e.  GPI,  Rs‐,  HDAMM‐score)  light 
red/light blue depicts  a  change of one 
level  (e.g.  from  GPI medium  to  high), 
dark  red/dark  blue  of  two  levels  (e.g. 
from GPI low to high). For the UAMS70‐
score  only  changes  by  two  levels  can 

















































bone marrow  space  can  be  calculated  and  the  approximate  number  of myeloma  cells  be 
determined using  the plasma  cell  infiltration measured.  Secondly,  the  formula of Durie and 









7.5x109/l. The  (weighted) mean cell count  in multiple myeloma  (n=30 samples with different 
“sizes of myeloma cells” and corresponding different numbers) was 4.19x 1011/l. Taken together, 
the  total cellular content within  the bone marrow can be calculated  to be around 1012 cells  




















maximum  number  of myeloma  cells  in MGUS  (see  below,  lower  limit)  and  a  bone marrow 
volume  completely  filled with myeloma  cells  assessed  to  6x  1012  using  the  assessment  by 
Durie/Salmon  and  a body  surface of  2m2. Using  the bone marrow  cellular  content  and  the 
median plasma cell  infiltration of 40%  in our MM‐cohort (n=1171; Figure 3.25A), the median 
number of myeloma  cells  totals  0.8  ‐  1.6x  1012  (depending on  the  estimated  bone marrow 
volume and cellularity). The median cell number as assessed by the Durie/Salmon‐formula yields 




to  2x  1011  ‐  2x  1012  cells.  The  lower  limit  is  ‐as  for  symptomatic myeloma‐  defined  by  the 
maximum number of myeloma cells in MGUS (see below). The upper limit can be approximated 
by the number of myeloma cells at which myeloma usually leads to clinical signs and symptoms, 














































by  at  least  three  ways:  First,  by  measuring  the  doubling  time  in  relation  to  the  time  to 
progression (median number of doublings), second, by comparing the myeloma cell infiltration 
and  tumor mass between  the different stages, and  third, using  the rate of progression.  (The 
calculations  can  be  performed  on  a  population  level  and  likewise  be  referred  to  individual 
progressing patients.) 
i) Patients progressing from MGUS to MM and AMM to MM have median doubling times of 8.0 
years  (n=15) and 3.3 years  (n=131),  respectively, while  the DT of patients not progressing  is  
71.6 years for MGUS‐ (n=181) and 28.4 years for AMM‐patients (n=191). The mean number of 

































from  one  (mutated)  cell.  To  be  compatible with  the  progression  rate  of AMM  and  1x  1012 



















Figure  3.27. Doubling  time  of  patients with monoclonal  gammopathy  vs.  asymptomatic myeloma.  












AND  WHAT  IS  THEIR  MOLECULAR  BACKGROUND?  Main  determinants  can  be  grouped 
biologically in plasma cell accumulation rate, tumor mass, and molecular characteristics.  
ACCUMULATION RATE. Quantitative assessment of plasma cell accumulation rate, i.e. doubling 









validated using  a  landmark‐analysis  as well  as  a  clinical  “what  if”  scenario  excluding  values 
obtained  at  the  time  of  progression.  The  assessment  of  doubling  time  by  subsequent 
measurements  of  serum/urine  disease  activity  parameters  as  proposed  here,  using  our 
Microsoft Excel® tool (Figure 3.3), represents the strategy applied in patient care, i.e. drawing 
clinical consequences from sequential measurement. DT assessed in this way could be used as 
prospective  assessment  of  the  accumulation  rate  of  myeloma  within  the  grading  very 
fast/fast/intermediate/very  slow,  i.e. quantification of  the clinically assessed  increase.  In  full 
agreement with  the  IMWG  for prognostic  factors169,  it  is suggested only  to use DT as clinical 
parameter for decision making once it has been reported by two further independent groups. 
SURROGATES OF TUMOR MASS.  In contrast,  tumor mass surrogates determined “locally”  in 











marrow  involvement. As  shown here,  indeed  the  remaining  “smoldering myeloma” patients 





bad  to  neutral  or  good10,153,  the  same  progression‐associated  chromosomal  aberrations  are 
prognostically adverse  in asymptomatic and  symptomatic myeloma153,168.  In agreement with 
recent data for therapy‐requiring patients27, progression‐associated aberrations act additive on 
TTP with a certain interchangeability of aberrations and prominence of the number rather than 





expression‐based  score  for non‐symptomatic patients developed. This means  that  the  same 














Determinants drive progression  via different  paths,  i.e. bone disease  vs. other,  tumor‐mass 
related  cause  (e.g.  anemia).  The  latter  is more  frequent  if higher  accumulation  rate  and/or 
initially higher tumor mass are present, most strikingly for doubling time of <2 vs. ≥16, a plasma 
cell infiltration <10% vs. ≥60%, or FLC ratio ≥100. Patients presenting with one osteolytic lesion 





progression  of  asymptomatic myeloma  will  be  presented  (4.2.1),  followed  by  a  discussion 
whether  the  reported  findings are  in agreement with published data  (4.2.2), and answering 
whether progression and evolution is driven by an ongoing genetic evolution (4.2.3). Next it is 
discussed whether myeloma cells at MGUS‐stage should already be considered malignant (4.2.4), 
and  closes with a discussion how  the  reported  findings  can be used  to assess  initial events, 
founder cells, myeloma cell spread and thereby alternatively explain how clonal heterogeneity 




directly  after  or  during  generation  of myeloma  founding  cells. Malignant  plasma  cells with 
progression‐associated aberrations and thus shorter doubling time progress faster through the 












This  likewise  explains  effortlessly  the  bulk  of  differences  in  gene  expression  being  present 
already at MGUS‐stage, as the relative sparseness of gain of progression‐associated aberrations 
in longitudinally investigated patients (Figures 3.17, 3.18, and 3.19, Table 3.6). 








intra‐patient  heterogeneity,  a  new  terminology  of  describing  genetic  heterogeneity  is 
introduced‡. Based on  this,  the main  seemingly  “obvious”  counter  argument  as part of  the 




Besides  different  individual  genetic  background  related  to  the  two  general  patterns 
hyperdiploidy  and  IgH‐translocations  and  additional  aberrations  on  DNA  (chromosomal 
aberrations; SNVs), and RNA‐level (changes in gene expression, different gene expression‐based 
molecular  entities),  i.e.  inter‐patient  heterogeneity,  heterogeneity  also  exists  within  an 
individual  patient:  intra‐patient  heterogeneity.  This  can  be  present  in  terms  of  
i)  a  heterogeneity  in  loco  aspiratio  at  presentation,  i.e.  in  the  site  of  clinical  bone marrow 
aspiration, ii) in terms of a spatial heterogeneity, e.g. different patterns of genetic alterations in 








architecture  of  multiple  myeloma”,  authored  by  Dr.  med.  Anja  Seckinger  and  Priv.‐Doz.  Dr.  med.  
Dipl.‐Phys. Dirk Hose192. 
4.2 Evolvement and progression of AMM   71 
percentages within  the malignant  plasma  cell  population  of  a  given  patient. Whereas  IgH‐
translocations  as  t(4;14)  or  ploidy  state  (hyperdiploidy)  usually  appear  in  the  majority  of 



































myeloma  cells  from  random  (pelvic)  aspirates  (RA)  with  those  from  computer‐assisted 




chromosomal  abnormalities  in  both,  RA‐/FL‐  in  48%  of  patients  (n=200).  Furthermore,  also  



















during  the  course of  the disease,  “clonal  tides”, with different  treatment  regimens exerting 
varying selection pressures on the cells100. Egan et al. conducted whole‐genome sequencing at 
four time points during tumor evolution of the same patient at diagnosis, first relapse, second 
relapse, and plasma cell  leukemia53. Fifteen SNVs were shown  to be present at all  four  time 
points  (AFF1, ATXN1,  COL2A1,  CORO1A,  CNGA3,  CSMD3,  LTB, MAGI1, MSL1,  KCNIP4,  KRT9, 













between  both  time  points  indicating  a  certain  clonal  relation.  Three  different  phenotypic 
patterns of temporal tumor types can be distinguished according to Keats et al.: 1) Genetically 
stable  tumors,  especially  in  patients with  a more  favorable  hyperdiploid myeloma, with  no 
detectable changes between paired samples from a given patient (35.7% of patients). 2) A linear 
evolutionary  path  in  21.4%  of  patients  characterized  by  newly  acquired  copy‐number 
abnormalities at the second time point, and 3) a changing clonal dominance (42.9% of patients) 
with gains and  losses of  copy‐number abnormalities  including  the  reappearance of bi‐allelic 








high  proportion  of myeloma  cells,  and  thus  changing  the  cellular  composition  of  the  bone 




leads  to different  responsiveness. Within  this  concept,  the  change of  subclonal  composition 
would be driven by an association with the accumulation rate of plasma cells: faster growing 
subclones would outgrow  the  respective  slower  growing  subclones,  simultaneously without 






patients. As  it was shown  in  this dissertation  that  this cannot be  the  regular mechanism  for 
disease progression, and based on published evidence (see below), this can now reasonably be 
excluded.  As  already  written  previously,  given  the  huge  additional  selection  pressure  of 
treatment, independently  it does not seem likely that what was observed is just the image of 
clonal dynamics independent of treatment. 
Changes  associated with  disease  progression. Without  treatment,  only  “natural”  selection 
pressures, e.g. competition for myeloma survival niches or faster accumulation, are present; the 
situation in MGUS‐AMM‐MM transition. What evidence for changes exists here? First, in cohort 
studies  (transversal  samples),  an  increased  frequency  of  aberrations  later  associated  with 
disease  progression,  e.g.  1q21153,  has  been  found  in  none  of  14  individuals  with  MGUS,  
43% (206/479) of newly diagnosed, 72% (32/45) of relapsing myeloma patients, and 93% (21/23) 
of myeloma cell lines73. A further example is t(4;14)58. These finding are traditionally interpreted 
as chromosomal aberrations appearing  in higher  frequencies at  later stages  to be associated 
with  an  evolution of  the malignant plasma  cell  clone during different  stages of plasma  cell 
dyscrasias,  “multi‐step‐model”210.  However,  all  chromosomal  aberrations  detected  in 
symptomatic  myeloma  can  be  detected  already  in  MGUS  or  asymptomatic 
myeloma7,8,24,34,59,98,153,168.  In  longitudinal  samples, gains and  losses of aberrations have been 
found124,125,210.  Examples  comprise  whole‐exome  sequencing  data  of  paired  samples  as 
asymptomatic‐  and  symptomatic myeloma  (n=4  patients)  by  Zhao  et  al.  showing  no  newly 
acquired  SNVs  in  three  patients, while  in  the  fourth  patient  only  one  new  SNV  of  unclear 
significance  was  detected  in  a  single  gene  (BBOX1)226.  Although  the  degree  of  loss  of 











This  is  in agreement with an  initial analysis of our  cohort of  longitudinal patients  (data not 
shown).  There  is  thus  published  evidence  by  two  independent  groups  using whole‐exome 
sequencing that progression from asymptomatic to symptomatic myeloma can appear without 













There  are  three  lines  of  evidence why  plasma  cells  in monoclonal  gammopathy  should  be 
considered malignant and  consecutively “of unknown  significance” be dropped  from MGUS. 
First, as  shown here,  the bulk of differences between normal and malignant plasma  cells  is 
already  present  at MGUS‐stage.  Second,  the  same molecular  determinants  of  progression 
(changes  in gene expression, progression‐associated chromosomal aberrations)  for AMM are 
already present in MGUS. Third, whereas per definition the tumor mass (number of myeloma 












considers  one  founding  cell,  40  doublings  (240  ≈  1x  1012  cells)  are  regularly  necessary  for 
symptomatic myeloma to evolve. Of these, 36 doublings (236 ≈ 6.8x 1010) have happened before 
MGUS regularly does (in our cohort, section 3.4) and 27 (227 ≈ 1.3 108) before  it can become 
apparent.  Thus,  90%  of  growth  in  terms  of  doubling would  have  happened  before MGUS 



















HETEROGENEITY.  It  is  thus  tempting  to hypothesize  that  the myeloma  initiating event  takes 
place during one of the 30 normal novel plasma cell generation cycles before the amplification 
leading to the burst of 107 early plasma cells. If a slightly higher proliferation rate is present from 
the beginning  (e.g. due to the  initiating aberrations already  impacting at  this time) the burst 
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could lead to a higher number of founding cells, e.g. 108 ‐ 109 cells in the initial burst; even the 
number  at which MGUS  becomes  apparent  (see  also  below). As  the  growth  conditions  are 
different during  the burst  (as  in  the generation of normal plasmablasts94,95),  this could easily 
explain why  some  AMM  and many MGUS  patients  remain with  a  rather  static  number  of 






























Errors occur before or during  the expansion  leading to 107 or more  initial pre‐myeloma cells 
harvesting  in  the  bone  marrow.  The  process  follows  the  one  in  generation  of  terminally 
differentiated  plasma  cells  producing  antibodies  against  novel  antigens,  occurring  about  
30 times per year163, i.e. as one of the 30 waves of plasma cells hitting the bone marrow (section 
4.2.5).  Pre‐myeloma  cells  home  throughout  the  bone marrow,  as  do  normal  bone marrow 
plasma cell precursors, explaining the SPREAD of systemic myeloma (2).  
CLONAL HETEROGENEITY. (3) Despite myeloma cells originate from a single ancestral cell hit 


















activity  (e.g.  IgH‐loci,  and  frequent  break  points72,102). Only  if  the  aberration  pattern  (4)  is 




aberrations  associated with  plasma  cell  accumulation  (Figures  3.12,  and  3.16).  Aberrations 








STATIC NUMBER OF MYELOMA  CELLS  because  a  high  initial  burst  has  led  to  this  number, 
without aberrations conferring significant growth.  
There is NEITHER EVIDENCE NOR NEED FOR ONGOING CLONAL EVOLUTION to explain plasma 


















In  the  introduction  (section 1.3.1),  the current  therapeutic questions have been summarized 
focusing on which  compounds  to give, which  to  combine or give  subsequently. Two  further 








induced  less potentially  irreversible  alterations  in  the bone marrow microenvironment  (e.g. 
bone lesions, see section 1.2.3). In this setting, either already a less aggressive treatment (e.g. 
Rd135) might suffice to prolong overall survival, or an intensive treatment might allow long‐term 
remission  or  even  cure;  a  strategy  followed  by  the  group  of  Landgren  et  al.118.  The main 
biological  counter  argument  is  that  treatment might  induce  change  from  a  benign  (slowly 
accumulating, non‐aggressive) to an aggressive subclone both in terms of accumulation rate and 
decreased  response  to  treatment. The  findings presented  in  this dissertation  impact on  the 
biological rationale in the following way: Given the median number of doublings between e.g. 
AMM  and  symptomatic myeloma  or MGUS  and AMM  (section  3.4),  compared  to  the  total 
number of doublings necessary for myeloma to evolve (section 3.4), and the lack of necessity of 
















As  introduced  in  section  1.2.3, myeloma  bone  disease  represents  a  threefold  therapeutic 
problem: i) Per se because of the morbidity, mortality and the accompanying decrease of quality 
of life associated with resulting pathological fractures182, ii) as indication to start treatment in 
otherwise asymptomatic patients  (to avoid pathological  fractures), or  in patients progressing 
after successful treatment only in terms of enlarging osteolytic lesions, and iii) as survival space 
(“reduit”)  for myeloma  cells  during  otherwise  successful  chemotherapeutic  treatment  and 
subsequent source of relapse and thus potential obstacle for myeloma cure. 
Counterintuitive  at  first  in  a  systemic  malignancy,  the  idea  is  to  locally  prevent  “local” 
progression  (e.g. 1‐3 growing osteolytic  lesions) or potential of progression  (e.g. presence of  












control,  and  there  is  no  (known)  cross‐resistance  between  sensitivity  against  radiation  and 
chemotherapeutic agents used in myeloma. The disadvantage are off‐target effects, especially 
if  more  osteolytic  lesions  are  targeted,  e.g.  suppression  of  hematopoiesis.  A  further 
disadvantage  is  that  radiation  leaves  “scorched  earth”  in  the  lesion, which  further  hinders 
already  fundamentally  reduced bone  formation  and  thus  the  healing of bone  lesions.  Local 
treatment by bone  substitute materials on  the other hand would allow  local  tumor control, 
stimulation of bone formation, and, after remodeling, a reconstitutio ad integrum, re‐instating 
normal bone structure (stability) and hematopoiesis (increasing the hematological reserve), and, 




Bone  substitute materials developed within  the  TRR79  in  collaboration with my  laboratory 










Figure  4.2.  Local  treatment  approach  using  bortezomib‐releasing  bone  substitute  materials.  
A. Therapeutic approach in asymptomatic myeloma patients (i.e. delay of necessity of systemic treatment 










asymptomatic myeloma  (TP  B1,  aim  1).  The  secondary  aim,  thereby  to  contribute  to  the 
assessment for which patients with asymptomatic or early stage therapy‐requiring myeloma (e.g. 




mass,  accumulation  rate,  and  molecular  characteristics,  a  classification  as  result  of  this 
dissertation. i.1) A quantitative measure of plasma cell accumulation (doubling time) using easily 
obtainable  clinical  variables has been  defined  and  validated.  Plasma  cell  doubling  time  is  a 
clinically strongly predictive factor for progression to symptomatic myeloma. It likewise allows 
the  investigation of  the association of molecular parameters  (e.g. chromosomal aberrations) 
with plasma cell accumulation. It is especially beneficial in delineating slow progression. We also 
provide a tool for its clinical application. An independent measure of plasma cell accumulation, 
the GPI,  likewise  delineates  a  group  of  AMM  patients with  significantly  faster  progression.  
i.2) Parameters regarding tumor mass are significantly associated with disease progression as 
would  be  expected.  Accumulation  rate  and  tumor mass  are  independent  in  a multivariate 
analysis. Based on these parameters (plasma cell infiltration and DT/GPI) a group with almost 
no progression after 2 years of follow up could be identified, as patients with high tumor mass 
(e.g.  plasma  cell  infiltration  ≥60%)  or  DT<2  years  almost  all  progressing  within  2  years.  
i.3) Subsequently, the determinative potential of the novel IMWG‐definition delineating AMM 
in  patients  with  “smoldering”  myeloma  vs.  those  with  different  reasons  for  imminent 
progression was addressed. Indeed, groups no more belonging to smoldering myeloma show a 















the  secondary  aim  of  this  dissertation  was  the  finding  that  different  determinants  drive 
progression via different paths, i.e. bone disease vs. tumor mass‐related causes (e.g. anemia).  
ii) The assessment of the background of molecular characteristics  impacting on progression 







chromosomal aberrations  in MGUS,  asymptomatic  and  symptomatic myeloma patients  and 




iii.3)  less  differences  between  MGUS  vs.  AMM  and  AMM  vs.  symptomatic  myeloma.  As 
validation,  iii.4)  in  a  longitudinal  cohort  of  patients  presenting  at  AMM  and  symptomatic 
myeloma, temporal  intra‐patient heterogeneity and clonal dynamics with special focus on de 
novo gain of progression‐associated aberrations was  investigated, showing a de novo gain  in 
only  9%  of  patients.  iii.5)  Subsequently,  growth  kinetics  of  MGUS  and  AMM  have  been 
investigated showing that a surprisingly low number of doublings takes place during evolvement 
of AMM from MGUS (0.62) and progression to MM (0.92) compared to the total number for 
symptomatic  myeloma  to  evolve.  Based  on  this  analysis  and  the  observed  median  DT  in 
evolution  (18.0 years) and progression of AMM  (5.1 years)  it  is not possible  that a de novo 







Accumulation  rate,  tumor  mass,  and  molecular  characteristics  determine  progression  to 
symptomatic myeloma. Progression‐associated  chromosomal aberrations are multiplicatively 
associated with myeloma cell doubling time, explaining their increasing frequency from MGUS 
to  asymptomatic‐  to  symptomatic myeloma.  Their  number,  rather  than  single  aberrations, 
determines  progression.  The  developed  GEP‐based  HDAMM‐score  predicts  progression  of 
asymptomatic,  symptomatic and MGUS‐patients, as  scores  for  symptomatic patients predict 
AMM‐progression. The bulk of altered gene expression is already present in MGUS‐patients with 
minor  subsequent  differences  to  asymptomatic  and  symptomatic  myeloma.  Longitudinal 
patient samples rarely (9%) show de novo appearance of progression‐associated aberrations. In 
evolution and progression of asymptomatic myeloma, doubling times (MGUS‐AMM: 18.0 years; 












significance  (MGUS)  and  progresses  to  symptomatic myeloma  characterized  by  end  organ 
damage. Here, three main questions are addressed: i) Which factors determine evolution and 
progression  of  asymptomatic  myeloma,  and  what  is  their  molecular  background?  ii)  Is 




CD138‐purified  plasma‐cell  samples  of  2369  consecutive  patients  with  MGUS  (n=304), 
asymptomatic  (n=432)  and  symptomatic  myeloma  (n=1633)  were  subjected  to  interphase 
fluorescence in situ hybridization (n=31898 measurements), and of these n=951 (n=62 MGUS, 
n=259 AMM, and n=630 symptomatic myeloma)  likewise  to gene expression profiling  (GEP). 




Accumulation  rate,  tumor  mass,  and  molecular  characteristics  determine  progression  to 
symptomatic myeloma. Progression‐associated  chromosomal aberrations are multiplicatively 
associated with myeloma cell doubling time, explaining their increasing frequency from MGUS 
to  asymptomatic‐  to  symptomatic myeloma.  Their  number,  rather  than  single  aberrations, 
determines  progression.  The  developed  GEP‐based  HDAMM‐score  predicts  progression  of 
AMM‐,  symptomatic  and MGUS‐patients,  as  scores  for  symptomatic patients predict AMM‐
progression. The bulk of altered gene expression is already present in MGUS‐patients with minor 
subsequent differences to AMM and symptomatic myeloma. Longitudinal patient samples rarely 















unklarer  Signifikanz  (MGUS) und progrediert  zum  symptomatischen Myelom, welches durch 
Endorganschäden charakterisiert ist. Hier wurde untersucht: i) Welche Faktoren determinieren 
Evolution  und  Progression  des  asymptomatischen Myeloms  und was  ist  deren molekularer 












Akkumulationsrate,  Tumormasse  und  molekulare  Charakteristika  determinieren  die  Pro‐
gression zum symptomatischen Myelom. Progressionsassoziierte chromosomale Aberrationen 
wirken  multiplikativ  auf  die  Verdopplungszeit  von  Myelomzellen,  was  deren  zunehmende 
Häufigkeit  von MGUS, AMM  zum  symptomatischen Myelom  erklärt.  Entscheidender  als  die 
Einzelaberration ist deren Gesamtzahl. Der entwickelte GEP‐basierte HDAMM‐Score prädiktiert 
die  Progression  von  AMM,  symptomatischem  Myelom  und  MGUS‐Patienten,  Scores  für 
symptomatischen  Patienten  die  AMM‐Progression.  MGUS‐Patienten  zeigen  bereits  den 
Hauptteil  alterierter  Genexpression,  mit  nur  kleinen  Unterschieden  zu  AMM  und 
symptomatischen  Patienten.  Longitudinale  Patientenproben  weisen  selten  (9%)  de  novo 
progressionsassoziierte chromosomale Aberration auf. Verdopplungszeit (18,0/5,1 Jahre) und 




Evolution  und  Progression  des  AMM  können  durch  Akkumulationsrate,  Tumormasse  und 
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Benutzung  anderer  als  der  angegebenen  Hilfsmittel  angefertigt  habe.  Alle  Textstellen,  die 
wörtlich oder sinngemäß aus veröffentlichten oder nichtveröffentlichten Schriften entnommen 
sind,  und  alle  Angaben,  die  auf mündlichen  Auskünften  beruhen,  sind  als  solche  kenntlich 
gemacht. Bei den von mir durchgeführten und in der Dissertation erwähnten Untersuchungen 
habe  ich die Grundsätze guter wissenschaftlicher Praxis, wie  sie  in der  „Satzung der  Justus‐








auf  das  direkt  Bezug  genommen wird, wurde  als  solches  kenntlich  gemacht.  Insbesondere 
wurden  alle  Personen  genannt, die direkt und  indirekt  an der  Entstehung der  vorliegenden 
Arbeit  beteiligt  waren.  Mit  der  Überprüfung  meiner  Arbeit  durch  eine 
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